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Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de pós de hidroxiapatite (HAp) com 
atividade antibacteriana. Para tal, procurou-se dopar a hidroxiapatite com prata (Ag) (0.5 a 8 mol 
%), zinco (Zn) (0.5 a 8 mol %) e ambos. Os pós foram sintetizados usando um método sol-gel 
simples em que o nitrato de cálcio e o pentóxido de fósforo são os precursores de cálcio e fósforo, 
respectivamente. Os pós sintetizados foram analisados quanto à sua estrutura (DRX), composição 
química (FTIR) e quanto à citotoxicidade e atividade antibacteriana. A dopagem provocou a 
alteração dos parâmetros de rede, sendo os resultados compatíveis com uma substituição dos 
dopantes nas duas posições cristalográficas dos iões de cálcio da estrutura da hidroxiapatite. 
Verificou-se que para concentrações inferiores a 4 mol % de Ag e 2 mol % de Zn, os pós 
apresentam-se não citotóxicos com uma viabilidade celular relativa superior a 90%.  Os pós 
dopados com Ag e Zn revelaram atividade antibacteriana para bactérias gram-negativas 
(Escherichia coli) e gram-positivas (Staphylococcus aureus), respectivamente. 
As amostras co-dopadas (Ag/Zn = 2/0.5, 1.5/1 e 1.3/1.3 mol %) não revelaram citotoxicidade 
(viabilidade celular superior a 95 %) e actividade antibacteriana para ambas as espécies de 
bactérias.  
 










This work aimed to the development of hydroxyapatite (HAp) powders with antibacterial activity. 
For this purpose, hydroxyapatite was doped with Ag (0.5 a 8 mol %), Zn (0.5 a 8 mol %) and 
both. The powders were synthesized using a simple sol-gel method in which calcium nitrate and 
phosphorus pentoxide are the precursors of calcium and phosphurus, respectively. The 
synthesized powders were analyzed for their structure (XRD), chemical composition (FTIR) and 
for cytotoxicity and antibacterial activity. Doping caused changes in the lattice parameters, and 
the results were compatible with a substitution of the dopants in the tetrahedral (CaI) and 
octahedral (CaII) positions of the calcium ions of the hydroxyapatite structure. 
It has been found that at concentrations below 4 mol% Ag and 2 mol% Zn, powders are non-
cytotoxic with relative cell viability greater than 90%. Ag and Zn doped powders showed 
antibacterial activity for gram-negative (Escherichia coli) and gram-positive (Staphylococcus 
aureus) bacteria, respectively. 
Co-doped samples (Ag/Zn = 2/0.5, 1.5/1 e 1.3/1.3 mol %) showed no cytotoxicity (cell viability 
greater than 95%) and antibacterial activity for both bacterial species. 
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Os ossos são um sistema bastante complexo, desempenhando funções de extrema importância 
para o funcionamento do corpo humano, como a sustentação do corpo e na proteção contra 
impactos. São essencialmente compostos por hidroxiapatite (HAp) (70%), fibras de colagénio 
tipo I (20%) e água (10%)[1]. A presente dissertação tem como foco principal a síntese da 
hidroxiapatite (Ca10(PO4)6((OH)2), um cerâmico da família dos fosfatos de cálcio com um rácio 
molar Ca/P (cálcio por fósforo) de 1.67. Trata-se de um biocerâmico bioativo não degradável1, 
quimicamente similar à fase mineral do osso, e com a capacidade de aceitar um grande número 
de substituintes aniónicos e catiónicos. Ela forma uma ligação com o tecido ósseo circundante 
quando implantado, sendo usado principalmente na produção de revestimentos para próteses 
metálicas e substitutos ósseos. Devido às características acima citadas, este biomaterial tem sido 
bastante utilizado para aplicações dentárias e ortopédicas tais como revestimentos de implantes 
médicos, reparação e substituição de tecidos rijos, matrizes porosas (scaffold) para enchimento 
ósseo e também para sistemas de libertação de drogas [2]–[4]. 
No domínio da medicina regenerativa a HAp é usada no fabrico de scaffolds para preenchimento 
de defeitos e regeneração do tecido ósseo [5]. Contudo, certas proteínas, aminoácidos e ainda 
outras substâncias orgânicas são adsorvidas à superfície da HAp, o que favorece a formação de 
filmes bacterianos. A contaminação bacteriana causada pela adesão e colonização na sua 
superfície é um problema clínico relevante. A eliminação destes biofilmes é difícil e requer doses 
elevadas de antibióticos, o que para além de poder ter um efeito tóxico pode conduzir à formação 
de bactérias multirresistentes [6]. Os implantes dentários de titânio (Ti) são um exemplo de 
dispositivos biomédicos onde a formação de biofilmes bacterianos pode ser particularmente 
grave. Estudos realizados consideram que as taxas de sucesso dos implantes rondam 
aproximadamente os 82,9% [7] da totalidade das intervenções realizadas. Porém, é de salientar 
que muitas vezes após as cirurgias de implantação dentária, se denota a predominância de infeções 
peri-implantares resultantes quer de deficiente osteointegração inicial do implante quer à 
formação a longo-termo de biofilmes bacterianos à sua superfície. As infeções peri-implantares 
podem classificar-se como moderadas e reversíveis (mucosite peri-implantar) ou severas (peri-
implantite). A diferença entre ambas reside no facto de a primeira lesão estar confinada aos 
tecidos moles (mucosa marginal), enquanto que a segunda existe o envolvimento do osso de 
suporte, havendo assim a perda do mesmo [8], [9]. A mucosite ocorre em mais de 80% dos 
pacientes que receberam os implantes sendo que a peri-implantite se verifica em entre 26% a 56% 
                                                          
1 A degradação dos fosfatos de cálcio depende da razão molar Ca/P. Para razões Ca/P ≤ 1,5 os fosfatos de 
cálcio são biodegradáveis [52] ! 
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dos casos [10]. A peri-implantite consiste numa infeção provocada por bactérias Gram+ e Gram- 
anaeróbias [11], sendo que, em particular, bactérias da espécie Staphylococcus aureus parecem 
desempenhar um papel predominante no desenvolvimento desta patologia, já que apresentam uma 
grande afinidade para o Ti [12]. Estes agentes formam um biofilme submucoso na lesão peri-
implantar resultando em ulceração do epitélio sulcular, perda de fibras colagénias, migração 
apical do epitélio funcional, atividade osteoclástica, entre outros, de onde resulta a perda de 
capital ósseo [13]–[17]. Para o tratamento das peri-implantites dever-se-à incluir medidas 
antimicrobianas, uma vez que o biofilme bacteriano aparenta ser o fator etiológico primário [9]. 
No entanto, não existem atualmente regimes de antibioterapia profiláticos nem tratamentos 
universais para esta patologia, sendo que no geral, este tratamento é extremamente difícil, 
consistindo, regra geral, na remoção do implante. Nesse sentido, o desenvolvimento de HAp com 
atividade antibacteriana, para a produção quer de scaffolds para regeneração óssea quer de 
revestimentos para implantes, tem sido explorado pela comunidade científica.  
A HAp possui uma estrutura hexagonal (grupo espacial P63/m), e apresenta parâmetros de rede 
a=b=9,432 Å e c=6,881 Å [18]. A sua rede cristalina é descrita como conjuntos compactos de 
grupos fosfato tetraédricos (PO4), onde os iões de fósforo (P5+) se encontram no centro dos 
tetraedros e cujos topos dos mesmos estão ocupados por 4 átomos de oxigénio. Cada um destes 
tetaedros PO4 é partilhado com uma coluna e vai delimitar dois tipos de canais, não conectados. 
O primeiro canal possui um diâmetro de aproximadamente 2.5 Å estando rodeado por iões cálcio 
(Ca2+). Encontram-se localizados em z=0 e z=½, sendo denominados por Ca(I), Ca1 ou 
Ca(interior). O segundo canal desempenha um papel importante nas propriedades da 
hidroxiapatite, possuindo um diâmetro superior ao anterior, entre aproximadamente 3 e 4.5 Å. 
Contém outros 6 iões Ca2+e localizam-se em z=¼ e z=¾.É denominado por Ca(II), Ca2 ou 
Ca(exterior), por se encontrar na parte exterior do hexágono. A existência de 2 tipos de iões cálcio 
na rede cristalina é de especial interesse devido às possibilidade de ser possível ajustar as 
propriedades de HAp, mudando a dopagem e a posição dos iões na rede cristalina [19]. 
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Figura 1.1 Estrutura da hidroxiapatite (adaptado de [20]). 
Tal como referido anteriormente, a HAp permite substituições aniónicas e catiónicas na sua 
estrutura. A incorporação de iões na estrutura da HAp2 conduz a alterações da estrutura, 
cristalinidade, carga superficial, solubilidade e bioatividade, sendo acompanhadas por alterações 
da resposta biológica ao material dopado. Encontram-se inúmeros relatos na literatura relativos à 
síntese e caracterização de pós e revestimentos de HAp dopada com diversos catiões e aniões, 
para aplicações biomédicas. Uma revisão completa sobre os estudos existentes neste domínio 
pode ser encontrada nas revisões da literatura feitas por Monika Supová [21], Ratnayake et al. 
[22] e Joanna Kolmas et al.[2]. Os catiões Ag+, Cu2+ e Zn2+, são referidos como aqueles que 
conferem atividade anti-bacteriana à HAp [2]. 
A prata (Ag) tem sido bastante utilizada em diversos dispositivos médicos nos últimos anos, muito 
devido às suas ótimas propriedades antibacterianas e antimicrobianas, para além da pouca ou 
nenhuma evidência de citotoxicidade em pequenas quantidades (0.5-5 mol%) [23]. Além disso, é 
reportado na literatura que a atividade antibacteriana da prata é potenciada por junção com outros 
iões, devido a um efeito sinérgico. Entre estes iões encontra-se o Zn2+ [24], [25]. 
O zinco (Zn) é um mineral essencial para o crescimento celular, estando também presente em 
mais de 300 enzimas envolvidas no metabolismo ósseo. Foi também verificado que a HAp dopada 
com iões Zn2+ possui efeito inibitório para bactérias Gram + (Staphylococus aureus) e Gram – 
                                                          
2 Catiões incorporam a estrutura da HAp por substituição parcial do ião Ca2+, enquanto que os aniões 
poderão substituir quer os iões PO43- quer os iões OH-. 
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(Escherichia coli). Por outro lado, a dopagem da HAp com o ião zinco provocou um aumento da 
atividade dos osteoblastos e uma diminuição da atividade dos osteoclastos, o que tem impacto 
direto no processo de regeneração óssea [2], [26], [27]. 
 
Face ao exposto, neste trabalho foram sintetizados pós de HAp dopada com iões Ag+, Zn2+ e co-
dopados (Ag++Zn2+). O objetivo foi o de obter materiais com propriedades antibacterianas, que 
simultaneamente possam favorecer o processo de regeneração óssea e cujas aplicações potenciais 
são a produção de scaffolds e de revestimentos para implantes. Este estudo foi alinhado com a 
estratégia delineada no Projeto DENTALBLAST, coordenado pelo Prof. João Paulo Borges, e 
cujo objetivo é o de desenvolver novos revestimentos antibacterianos para implantes dentários. 
Na literatura, as técnicas mais usadas para a síntese de pós à base de HAp são a co-precipitação e 
o método sol-gel [24], [28]–[32]. O método sol-gel baseia-se numa sequência de reações de 
hidrólise, seguidas da condensação dos precursores. O objetivo é a formação de partículas 
colóides (sol), seguido da formação de uma rede tridimensional (gel) [24], [33], [34]. É um 
processo que permite um grande controlo da composição, proporcionando a criação de novos 
materiais com homogeneidade e pureza superiores às que se conseguem com a co-precipitação. 
Por estes motivos, o método sol-gel foi o eleito neste trabalho para a realização de todas as 
sínteses. Os percursores usados neste trabalho são não-alcóxidos e o processo sol-gel usado é 
simples, não requerendo qualquer controlo de temperatura ou de pH. Para além disso, o solvente 
usado na síntese é o etanol, cuja eliminação é simples e não prejudicial. Dadas as suas 
características, este processo pode ser facilmente industrializável com óbvios benefícios, 






















2 Materiais e Métodos 
2.1 Materiais 
 
Para a síntese de hidroxiapatite dopada foi empregue um método de sol-gel simples usando como 
precursor de cálcio (Ca) o nitrato de cálcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H2O, VWR, 99,1%) e como 
precursor de fósforo o pentóxido de fósforo (P4O10, Sigma-Adrich, 99 %). Para as dopagens foram 
utilizados nitrato de zinco hexahidratado (Zn(NO₃)₂.6H₂O, Alfa Aesar, 99%) e nitrato de prata 
(AgNO3 , Parneac) como precursores do zinco e da prata, respetivamente. Como solvente da 
reação foi utilizado o etanol (C2H6O, Sigma-Adrich, 99.8%). 
 
2.2 Preparação da hidroxiapatite dopada através do método de sol-gel 
 
Neste trabalho foram feitas dopagens de Ag, Zn, e misturas Ag-Zn de diferentes percentagens 
molares:  
• Ag: 0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 6%, 8%; 
• Zn: 0.5%, 1%, 1.3%, 2%, 4%, 6%, 8%; 
• Misturas Ag-Zn: 2. % Ag-0.5% Zn, 1,55% Ag – 1% Zn, 1.3% Ag – 1.3% Zn. 
 
Para a síntese de HAp e HAp dopada pelo método de sol-gel, os precursores foram dissolvidos 
em etanol, separadamente, sendo que o precursor de Ca foi dissolvido em 10 ml de etanol, e quer 
o precursor de P, quer o precursor de Ag/Zn foram dissolvidos em 5 ml de etanol cada, perfazendo 
um total de 20 ml de solução. De acordo com as condições necessárias descritas anteriormente 
(rácio molar de Ca/P de 1.67), as percentagens molares e respetivas quantidades mássicas de cada 
um dos constituintes encontram-se representados na tabela do anexo 1. Após dissolução dos 
precursores em separado, estes são misturados, sob agitação mecânica (300-400 rpm) à 
temperatura ambiente. Após a homogeneização das soluções, as mesmas foram colocadas num 
banho de silicone a 90ºC durante aproximadamente 1 hora, até ao término da reação (formação 
de um gel). Após esta etapa, ocorre uma de envelhecimento (ageing), com duração de 0, 4, 24 ou 
48 horas. Seguidamente, ocorreu uma etapa de secagem desse mesmo gel na estufa a 80ºC, 
durante 24 horas, e por fim, recorreu-se a uma etapa de sinterização, onde as amostras foram 
colocadas durante 1 hora às temperaturas de 600, 700 ou 800 °C, com uma rampa de aquecimento 
de 10º/ min. As temperaturas de sinterização encontram-se acima da temperatura de cristalização 
dos pós, determinada por análises de DSC-TGA. No caso da HAp apenas se efetuou a sinterização 
a 700 °C (ver secção 3.1, página 9). No fim de todo este processo, foram originados aglomerados 
de HAp, que após um processo de moagem resultaram em pós finos. Todo este processo de 
produção de HAp e HAp dopada pelo método de sol-gel está representado no esquema do anexo 
2. 
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2.3 Caracterização  
 
Os pós sintetizados foram analisados do ponto de vista estrutural (difração de raios-X - DRX), 
Físico-químico (Espetroscopia de Infravermelhos por transformada Fourier – FTIR) e do ponto 
de vista da sua citotoxicidade e atividade antibacteriana. Foram ainda efetuados estudos relativos 
à estabilidade térmica destes pós, por calorimetria diferencial de varrimento e análise 
termogravimétrica (DSC-TGA).  
 
2.3.1 Difração de raios-X (DRX) 
 
Os ensaios de DRX foram efetuados nas instalações do CENIMAT. Com esta análise foi possível 
analisar a cristalinidade dos pós de hidroxiapatite sinterizados, usando uma radiação 
monocromática de cobre (Cukα) com um comprimento de onda λ = 1.5405980 Å. As análises 
foram registadas em intervalos de 0.033º com 33 segundos de intervalo entre cada registo, 
existindo um intervalo de 2θ compreendido entre os 10º e os 90º. 
 
2.3.2  Calorimetria diferencial de varrimento e análise termogravimétrica 
(DSC-TGA) 
 
Os ensaios de DSC-TGA foram realizados nas instalações do CENIMAT. Foi analisada a 
estabilidade térmica das amostras produzidas, tendo sido descoberto a temperatura de 
cristalização das mesmas. Recorrendo ao equipamento Analyser STA 449 F3 Jupiter, foi utilizada 
uma rampa de aquecimento de 5K/minuto até ser atingido os 1100ºC. Foram utilizados cadinhos 
de alumina, como suporte da amostra durante o ensaio. 
 
2.3.3 Espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 
 
Recorrendo às análises de FTIR, também realizadas no CENIMAT, foi possível estudar a 
caraterização da estrutura química da amostra sinterizada. Recorrendo a um espetrofotómetro 
FTIR Thermo Nicolet 6700, e em modo de absorvância, obtiveram-se os espetros utilizando 
pastilhas de KBr e a uma temperatura ambiente. Os resultados foram medidos num intervalo de 
número de onda compreendido entre 1800 a 400 cm-1 em intervalos de 10 cm-1, tendo sido 




2.3.4 Ensaios de Citotoxicidade 
 
Os ensaios de citotoxicidade realizados às amostras produzidas foram feitos no Departamento de 
Física (DF, FCT/UNL) da faculdade sob orientação do professor Jorge Carvalho Silva. 
Para a realização dos ensaios foi utilizada uma concentração inicial de 50 mg/ml de cada amostra, 
tendo sido efetuadas 5 diluições por amostra. Em todos os ensaios se recorreu às células Vero. 
Foi utilizado o método de extrato, sendo o procedimento baseado na norma ISO 10993-5:2009, 
que se encontra no anexo 3.  
 
2.3.5 Ensaios de actividade antibacteriana 
 
Os ensaios de actividade antimicrobiana foram realizados no Departamento de Ciências da Vida 
(DCV, FCT/UNL) sob a orientação da professora Isabel Sá Nogueira. Foram utilizadas 2 espécies 
bacterianas diferentes, uma para microrganismos gram-negativos (Escherichia coli) e outra para 
gram-positivos (Sthaphylococcus aureus). A quantidade utilizada no ensaio foi de 100 mg 
relativamente às amostras de Ag e HAp co-dopada, e 50 mg para as amostras de Zn. O 





3 Análise e Discussão de Resultados 
 
Numa fase inicial, foi feita uma primeira análise a todas amostras sintetizadas (ver secção 2.2.) 
no que à citotoxicidade diz respeito. As amostras não citotóxicas (Ag = 0.5, 1, 2, 3 e 4 mol%; Zn 
= 0.5, 1 e 1.3 mol%; Ag/Zn = 2.0/0.5, 1.5/1 e 1.3/1.3 mol%) foram então amplamente 
caracterizadas do ponto de vista estrutural, físico-químico e biológico (actividade antibacteriana). 
 
3.1 Estudo de cristalização das amostras 
 
Inicialmente foi realizado um estudo de DSC/TGA, onde foram analisadas as amostras de HAp e 
HAp dopadas com zinco. O objetivo foi descobrir a temperatura de cristalização do material. De 
referir que esta análise apenas foi realizada para as amostras dopadas com Zn, pois a utilização 
de amostras dopadas com Ag iria causar a contaminação dos cadinhos com que se efetuam estes 
ensaios. Contudo, é expetável que mudando o dopante não haja alteração nos resultados. Aliás, o 
que se observou é que a introdução do Zn não alterou significativamente a temperatura de 
cristalização da HAp. Não é expetável que a introdução de Ag na estrutura da HAp provoque 
efeitos diferentes dos observados para o Zn. Na Figura 3.1 encontra-se, a título de exemplo, o 
gráfico com o estudo realizado para a amostras de HAp. No anexo 5 encontram-se todos os 
termogramas obtidos para as amostras estudadas. 
 
Figura 3.1 Termograma das amostras de HAp. 
Ao analisarmos o gráfico, conclui-se que a cristalização da amostra de HAp ocorre para uma 
temperatura de 509°C. No caso das amostras dopadas com zinco as temperaturas de cristalização 
situam-se entre as temperaturas de 530°C e 538°C. Foram utilizadas diferentes temperaturas de 
sinterização, acima das temperaturas de cristalização obtidas, para ambos os materiais, de 600, 
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700 e 800ºC. Os gráficos seguintes (Figuras 3.2 e 3.3) apresentam, a título de exemplo, os 
difratogramas das amostras que contêm 2 mol% de Ag (Ag2) e 1 mol% de Zn (Zn1), para as 
diferentes temperaturas de sinterização. As amostras de HAp não dopadas foram sinterizadas a 
700ºC. Os gráficos para as restantes concentrações molares encontram-se no anexo 6. Uma 
primeira análise dos difratogramas das amostras dopadas com Ag mostra claramente que para as 
temperaturas de sinterização estudadas estas amostras já são cristalinas. 
 
Figura 3.2 Difratogramas dos pós de HAp dopados com 2 mol% Ag (Ag2) sinterizados a diferentes 
temperaturas. Apresenta-se o difratograma da HAp não dopada para comparação. 
 
 
Figura 3.3 Difratogramas dos pós de HAp dopados com 1 mol% Zn (Zn1) sinterizados a diferentes 
temperaturas. Apresenta-se o difratograma da HAp não dopada para comparação. 
 
Analisando os gráficos da Figura 3.2 e Figura 3.3, podemos observar o aparecimento de fases 
secundárias em ambos os casos. A fase de β-TCP surge a todas as temperaturas analisadas, sendo 
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que no caso dos 800ºC se verifica um maior aparecimento da mesma (mais picos desta fase 
presentes no difractograma). Aliado a isso, o aparecimento de picos de Ag e ZnO, para as amostras 
de HAp dopadas com Ag e Zn, respectivamente, são outras das fases secundárias que aparecem 
com o aumento da temperatura. 
Para complementar, foi calculado o grau de cristalinidade de forma a avaliar a melhor temperatura 
do tratamento térmico. Segundo Iconaru et al. e Chung et al., o método sol-gel conduz a graus de 
cristalinidades relativamente elevados e superiores a métodos mais complexos de síntese de HAp, 
como o método de spray pirolise [35]–[37]. Devido à simplicidade do processo, e aos valores de 
cristalinidade obtidos com o mesmo, foi este o método escolhido para este trabalho. Pós de HAp 
sintetizados pelo método usado neste trabalho já foram estudados por Franco et al. e Fathi et al. 
tendo-se verificado que o grau de cristalinidade aumenta com o aumento de temperatura, no 
intervalo 600-800°C [33], [38]. Tal como verificado aqui, para as amostras dopadas com Ag e 
Zn, o aumento da temperatura de sinterização também conduz ao aparecimento de fases 
secundárias na HAp. 
 
A equação seguinte foi a utilizada para o cálculo do grau de cristalinidade [38]. 
 
𝜒𝐶 =
𝐼(3 0 0) −𝑉(1 1 2)/(3 0 0)
𝐼(3 0 0)
      Equação 3.1 
 
Onde χC é o grau de cristalinidade, I(3 0 0) a intensidade do pico com índices de Miller (3 0 0) e V(1 
1 2)/(3 0 0) o valor da intensidade do vale entre os picos com índices de Miller (1 1 2) e (3 0 0).  
Na Tabela 3.1, encontram-se os valores dos graus de cristalinidade referentes às amostras Ag2 e 
Zn1. Todos os restantes valores de grau de cristalinidade para as restantes amostras encontram-
se no anexo 7. 










Ag2 600 69 Zn1 600 68 
Ag2 700 80 Zn1 700 75 
Ag2 800 84 Zn1 800 78 
  
Ao analisarmos os valores referentes ao grau de cristalinidade presentes na tabela Tabela 3.1 , é 
possível concluir que com o aumento da temperatura, existe um aumento do grau de 
cristalinidade, algo que era expectável tal como referido na literatura [39][38]. Os graus de 
cristalinidade a 700 e 800°C revelaram-se bastante similares. No entanto, pretende-se uma 
otimização entre o grau de cristalinidade e a presença de fases secundárias na estrutura das 
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amostras, nomeadamente β-TCP. A diferença dos valores do grau de cristalinidade entre 700 e 
800°C não é suficientemente relevante, enquanto que o número de fases secundárias que surgem 
nos difratogramas das amostras analisadas para a temperatura de 800 °C é consideravelmente 
maior. Desta forma, verifica-se que 700°C é a temperatura mais indicada para todos os estudos 
subsequentes. 
Após o estudo anterior procedeu-se à sinterização de todas as amostras, produzidas no âmbito 
deste trabalho, a 700°C.  
 
3.2 Análise estrutural das amostras de HAp dopadas com prata ou zinco 
 
Nas Figura 3.4 e Figura 3.5 encontram-se representados os conjuntos de difratogramas das 
amostras de HAp não dopada e HAp dopada com diferentes concentrações de Ag (0.5 (Ag0.5), 1  
(Ag1), 2(Ag2), 3 (Ag3) e  4 mol% (Ag4)) e Zn (0.5 (Zn0.5), 1 (Zn1) e 1.3 mol% (Zn1.3)).  
 





Figura 3.5 Difratogramas de amostras de HAp dopadas com diferentes concentrações molares de Zn. 
(sem envelhecimento). 
Os picos assinalados referem-se às diferentes fases cristalinas encontradas nos difratogramas das 
amostras de HAp, HAp dopada com Ag e HAp dopada com Zn. A HAp é a fase predominante, 
existindo vários picos, tendo sido identificados segundo a ficha de difração da HAp, com o código 
09-0432. A uma segunda fase cristalina, β-TCP que aparece no difractograma estão associados 
os picos a, aproximadamente, 27.8°, 34.4° e 37.8°, sendo que o primeiro e terceiro picos vão 
aumentando de intensidade à medida que a concentração de Ag  nas amostras vai aumentando. A 
formação de β-TCP deve-se à decomposição de HAp durante o processo de sinterização a 700ºC. 
[38] 
 O pico a 44.5° corresponde à prata metálica, Ag, que aparece em amostras onde a concentração 
de Ag é superior a 2 mol% de Ag. Tal acontece devido ao excesso de quantidade de prata existente 
na amostra. Devido a tal, não é possível ocorrer a total substituição dos iões de cálcio pelos iões 
de prata, na estrutura de HAp. Desta forma, acaba por ocorrer a precipitação na forma de Ag 
metálica, originando o aparecimento do pico referido [2]. 
Em relação às amostras dopadas com Zn, os difratogramas estão apresentados na Figura 3.5. Tal 
como para as amostras dopadas com prata, a frase cristalina predominante é a HAp, como é 
possível visualizar nos picos assinalados na imagem. Como referido anteriormente, há também a 
presença da fase cristalina de β-TCP.  
Após os resultados apresentados anteriormente, foi feita uma análise aos tempos de 
envelhecimento dos pós sintetizados. 
Nas Figura 3.6 e Figura 3.7 apresentam-se, a título de exemplo, os difratogramas das amostras de 
HAp dopadas com Ag e Zn, mais concretamente as amostras Ag2 e Zn1, para vários tempos de 






Figura 3.6 Difratogramas da amostra Ag2 com diferentes tempos de envelhecimento. Todas as amostras 
foram sinterizadas a 700ºC. 
 
Figura 3.7 Difratogramas da amostra Zn1 com diferentes tempos de envelhecimento. Todas as amostras 
foram sinterizadas a 700ºC. 
 
Com base na Figura 3.6, na Figura 3.7, e nas figuras do anexo 6, verifica-se que não existiram 
alterações significativas nos difratogramas das amostras com aumento do tempo de 
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envelhecimento, independentemente das concentrações de dopante. Foram calculados os 
parâmetros de rede a e c, para cada uma das concentrações estudadas e para os diferentes tempos 
de envelhecimento. Os valores obtidos foram calculados a partir da equação 3.2 [40]. 
 












)      Equação 3.2 
 
Onde, θ é o ângulo do pico utilizado, λ o comprimento de onda da radiação incidente (neste caso: 
λ = 1.5404 nm), h, k e l são os índices de Miller de cada pico utilizado e a e c são os parâmetros 
de rede obtidos. 
Nos gráficos das Figura 3.8 e Figura 3.9 apresenta-se, a título de exemplo, a variação desses 
mesmos parâmetros com os diferentes tempos de envelhecimento, para as amostras Ag2 e Zn1. 




Figura 3.8 Evolução dos parâmetros de rede a e c com o tempo de envelhecimento da amostra Ag2. 
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Figura 3.9 Evolução dos parâmetros de rede a e c com o tempo de envelhecimento da amostra Zn1. 
A variação dos parâmetros a e c com o tempo de envelhecimento não é monotónica, tal como se 
pode observar pelos gráficos das Figura 3.8 e Figura 3.9 e pelos valores no anexo 9. 
Foi possível calcular os valores de tamanho de cristalito de cada uma das amostras utilizando a 
equação 3.3 [38]. 
 
𝐷hkl =  
𝐾× 𝜆
𝛽 cos 𝜃
            Equação 3.3 
 
Onde, K é uma constante com valor igual a 0.9 e λ o comprimento de onda da radiação 
eletromagnética (λ = 0.15406 nm para a radiação Cu K). O β é a largura do pico a meia altura 
(rad) e θ o ângulo de difração. Os picos utilizados têm como índices de Miller (0 0 2) e (2 2 0), e 
encontram-se a 2θ ≈ 26.00 ° e 34.30°, respetivamente. Na tabela 3.2. apresentam-se, a título de 
exemplo, os valores do tamanho de cristalito das amostras Ag2 e Zn1 com diferentes tempos de 
envelhecimento. No anexo 8 encontra-se uma tabela com os valores calculados para todas as 
amostras sintetizadas. 
Segundo a Tabela 3.2, observa-se um aumento do tamanho do cristalito com o aumento to tempo 
de envelhecimento, como podemos comprovar com a amostra de 2% de prata. Fathi et al. [38] 




Tabela 3.2 Valores de tamanho de cristalito para as amostras Ag2 e Zn1 para os picos (2 2 0) e (0 0 2). 
 D 
Amostra (2 2 0) (0 0 2) 
Ag2 0h 26,800 36,880 
Ag2 4h 30,787 37,065 
Ag2 24h 28,370 37,065 
Ag2 48h 32,901 38,835 
 D 
Amostra (2 2 0) (0 0 2) 
Zn1 0h 29,364 34,847 
Zn1 4h 35,548 39,785 
Zn1 24h 31,136 40,370 
Zn1 48h 30,795 35,458 
 
No presente trabalho, não se verificou uma variação monotónica do tamanho de cristalito com o 
tempo de envelhecimento, tal como se pode ver pela análise dos dados apresentados na Tabela 
3.2. A literatura refere como possível causa deste efeito a distribuição não homogénea do dopante 
na estrutura da HAp [21], [38]. Aquilo que é evidente dos resultados obtidos (Tabela 3.2 e anexo 
8) é o maior valor do tamanho de cristalito segundo os planos (0 0 2), indicando um crescimento 
preferencial dos cristais segundo a direção do eixo a. Por outro lado, a variação dos valores dos 
parâmetros de rede com o tempo de envelhecimento não é significativa e, inclusive, praticamente 
não se verifica variação do volume da célula unitária (ver tabela do anexo 9). Desta forma, foi 
escolhido o tempo de 0h de envelhecimento para o resto do estudo. 
A evolução dos valores dos parâmetros de rede com a concentração de dopante pode ser 
observada nas Figura 3.10 e Figura 3.11. 
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Figura 3.10 Evolução dos parâmetros de rede a e c com a concentração molar de prata. 
 
Figura 3.11 Evolução dos parâmetros de rede a e c com a concentração molar de zinco. 
 
Em relação à prata, há um consenso na literatura, verificando-se que o aumento da substituição 
de cálcio por prata conduz ao aumento de ambos os parâmetros a e c [41], [42]. Tal deve-se ao 
facto de o ião Ag+ possuir um diâmetro superior ao do ião Ca2+. No presente trabalho, a 
diminuição dos parâmetros a e c a partir de Ag2, inclusive, pode estar associado à precipitação 
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de prata metálica. Com o aumento de concentração de prata na amostra, vai ocorrer a não 
incorporação da mesma na estrutura de HAp, havendo um excesso [2]. A presença de prata 
metálica foi verificada nos difratogramas das amostras dopadas com 2% ou mais de Ag. Contudo, 
em relação ao Zn, não existe concordância entre os resultados apresentados na literatura: existem 
casos onde a aumenta e c diminui [40], [43] ou onde ambos os parâmetros aumentam ou 
diminuem simultaneamente [43]–[46]. A carbonatação da amostra é um dos fatores referidos para 
explicar a evolução dos parâmetros de rede nos dois últimos casos [43]. Conforme se pode 
verificar pela análise de FTIR (secção 3.3, página 21) as amostras produzidas neste trabalho são 
todas carbonatadas, o que pode explicar a evolução aleatória dos valores dos parâmetros de rede 
com a concentração de dopante. Contudo, os valores obtidos para os parâmetros de rede 
encontram-se na mesma ordem de grandeza que os reportados na literatura [24]. O parâmetro a 
é, para qualquer condição (concentração molar e tempo de envelhecimento), superior ao 
parâmetro c, indicando que os cristais de HAp são achatados, tal como está expresso na Figura 
3.12. 
 
Figura 3.12 Representação do cristal de HAp alongado, segundo o eixo-a. (adaptado de [47]). 
 
Contudo, tal como acontece com o tempo de envelhecimento, a variação dos parâmetros de rede 
com a concentração de dopante não é significativa. De igual forma não se verifica variação 
apreciável do volume da célula unitária com o aumento da concentração de dopante.  
 
3.3 Análise estrutural das amostras de hidroxiapatite co-dopadas 
 
Tendo em conta os resultados obtidos com todas as análises efetuadas, foram criadas 3 amostras 
de HAp co-dopadas com Ag e Zn, para diferentes concentrações de ambos os dopantes. Como 
referido anteriormente, a Mistura 1 foi dopada com 2 mol% de Ag e 0.5 mol% de Zn, a mistura 2 
com 1.5 mol% Ag e 1 mol% Zn e finalmente a mistura 3 com 1.3 mol% de Ag e Zn. Foi utilizada 
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uma temperatura de sinterização de 700°C, temperatura estudada que se provou ser ideal, e um 
tempo de envelhecimento de 0 horas para todas as amostras. 
Inicialmente, foram analisados os difratogramas das 3 amostras, encontrando-se os mesmos na 
Figura 3.13. 
 
Figura 3.13 Difratograma de DRX com as várias amostras de HAp co-dopadas. 
 
Analisando a Figura 3.13, a frase cristalina predominante é a HAp, como é possível visualizar 
nos vários picos assinalados na figura. Os difratogramas apresentados são na generalidade muito 
semelhantes aos apresentados pelas amostras dopadas apenas com um dos iões metálicos, sendo 
também o β-TCP a fase secundária presente em todas as misturas estudadas. 
 
Após a análise dos difratogramas das 3 amostras, foi calculado o grau de cristalinidade, tendo 
sido utilizada a equação 3.1, referida anteriormente. 
 









Os valores obtidos são bastante semelhantes entre as 3 misturas, não existindo uma grande 
diferença em relação aos obtidos comparativamente às amostras de HAp dopadas com Ag ou Zn.  
 
Seguidamente, estão apresentados na Tabela 3.4 os parâmetros de rede para as 3 misturas. 
 21 
 
Tabela 3.4 Valores dos parâmetros de rede a e c para as amostras de HAp co-dopadas. 
Amostra a (nm) c (nm) 
HAp 9,340 6,810 
M1 9,344 6,810 
M2 9,340 6,789 
M3 9,332 6,835 
  
De acordo com a tabela acima, é possível concluir que os parâmetros a e c obtidos possuem a 
mesma ordem de grandeza, embora inferiores, comparando com o estudo de Samani et al. [24]. 
Contudo, este estudo foi realizado com o objetivo de revestir peças metálicas, não tendo sido 
efetuado um estudo sistemático dos pós e da produção dos mesmos, ao contrário deste trabalho, 
sendo algo que se justifica. As amostras utilizadas foram co-dopadas com uma única composição 
de Zn [24].  
 
3.4 Análise Físico-química dos pós sintetizados  
 
A análise de FTIR, tem como objetivo fundamental identificar os grupos funcionais 
característicos das amostras produzidas. Na Tabela 3.5 indicam-se os números de onda 
correspondentes às vibrações observadas em FTIR dos grupos funcionais presentes na HAp.    
 
Tabela 3.5 Modos de vibração FTIR identificados para HAp [33]. 
Número de onda 
(cm1) 
Grupos funcionais 
450 PO43- - Deformação simétrica. Reflexões indicam 
reordenamento dos poliedros 
de PO43- na estrutura do 
cristal. Esta tripla degeneração 
indica a presença de fase 
apatítica. 
550,570 e 600 PO43- - Deformação angular assimétrica. 
1000 PO43- - Deformação simétrica. 
1100 PO43- - Deformação assimétrica. 
1380 NO3- - Stretching N-O do NO3-. 
630 e 3570 
OH- da HAp - Bandas características da estrutura apatítica, stretching de 
um grupo livre OH. 
870, 1430 e 1460 CO32- - Bandas que sugerem a carbonatação da HAp do tipo B. 
880, 1457 e 1550 CO32- - Bandas que sugerem a carbonatação da HAp do tipo A. 
3300 a 3800 OH- - Deformação simétrica do OH. 
  
Na Figura 3.14 encontramos os espectros resultantes de FTIR em absorvância para as amostras 
de HAp dopadas com Ag, Zn e co-dopadas com Ag e Zn, sinterizadas a 700°C e com um tempo 




Figura 3.14 Espectros de FTIR das amostras de HAp dopadas com Ag, Zn e co-dopadas. 
 
As bandas a 560, 600, 1020 e 1086 cm-1 são características dos grupos funcionais PO43-. Desta 
forma, é possível mostrar a presença da fase apatítica nas amostras analisadas, como seria 
expectável. Seguidamente, a banda a 630 cm-1 comprova a existência de grupos hidroxilo, 
característicos da HAp. Por fim, a banda que aparece a 875 cm-1 sugere a existência de uma HAp 
carbonatada. Contudo, não é conclusivo o tipo de carbonatação apresentado, podendo ser do tipo 
A, tipo B ou tipo A-B, com base na Tabela 3.5. As substituições do tipo A ocorrem quando os 
grupos OH são substituídos pelos grupos carbonatos e as substituições do tipo B são 
caracterizadas por carbonatos que ocupam o lugar de grupos PO4 3-[33]. 
 
3.5 Análise da citotoxicidade das amostras sintetizadas 
 
A análise da citotoxicidade tem como objetivo perceber se o material promove ou não a morte 
celular. Isto significa que com os resultados obtidos irá ser possível determinar se o material 
analisado pode estar em contacto com o organismo, não afetando o mesmo negativamente, ou 
seja, determinar se o material é ou não biocompatível. Na Figura 3.15 encontra-se o gráfico onde 
estão presentes os resultados obtidos da análise às amostras de HAp dopadas com Ag, para 
diferentes concentrações de material em contacto com meio biológico. A primeira medida - C0 - 
corresponde à concentração máxima de HAp em meio, ou seja, 50 mg/mL, C0/2 a uma redução 
para metade e assim sucessivamente. Foram ainda calculados o desvio padrão e incertezas, para 




Figura 3.15 Viabilidade celular de células Vero com extratos de HAp dopada com Ag para cada 
concentração. 
Os valores obtidos para a concentração inicial, C0, serviram de base para a seleção de amostras a 
utilizar em estudos posteriormente efetuados, sendo apenas selecionadas as amostras não 
citotóxicas. Ao analisarmos o gráfico é possível observar que para C0, todas as amostram 
possuem um valor de viabilidade celular de 100%, excetuando as amostras de HAp dopadas com 
6 e 8%. Estas últimas revelaram-se então levemente citotóxicas ao contrário das restantes, que 
não são citotóxicas. A citotoxicidade evidenciada pelas amostras com uma concentração mais 
elevada de prata (6% e 8%) deve-se a uma possível saturação de prata no decorrer da reação. Os 
iões de prata vão sendo incorporados na estrutura cristalina de HAp, substituindo os iões de cálcio. 
Contudo, com o aumento de concentração de prata, é atingido o ponto de saturação, a partir do 
qual já não se consegue substituir mais iões Ca2+ por iões Ag+. Desta forma, os iões Ag+ em 
excesso acabam por precipitar na forma de prata metálica e óxidos de prata. Com a análise de 
difratogramas de DRX feitos posteriormente, foi possível comprovar este fenómeno, podendo ser 
observados picos dessas fases. Tendo em conta a toxicidade da prata, e a presença de tais picos 
para concentrações mais altas de pó, pode levar aos resultados obtidos nesta análise de 
citotoxicidade.  
Na Figura 3.16, encontra-se o gráfico referente à análise da citotoxicidade das amostras de HAp 
dopadas com Zn, para diferentes concentrações. 
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Figura 3.16 Gráfico de barras da análise citotóxica das amostras de HAp dopada com Zn para cada 
concentração. 
Analisando a Figura 3.16, podemos confirmar que as amostras Zn2, Zn4, Zn6 e Zn8 são altamente 
citotóxicas, possuindo uma viabilidade celular abaixo dos 5%, não sendo por isso escolha válidas 
para análises posteriores. Quanto às amostras restantes, Zn0.5, Zn1 e Zn1.3, para a concentração 
inicial C0, apresentam uma viabilidade celular que ronda os 75%, sendo por isso levemente 
citotóxicas. Segundo a literatura, uma das possíveis razões para a citotoxicidade evidenciada pelas 
amostras dopadas com Zn pode estar associada à presença intracelular deste ião. Para além disso, 
estes fatores estão também relacionados com a formação de espécies reativas de oxigénio (ROS). 
Os ROS são compostos químicos resultantes da ativação ou redução do oxigénio molecular (O2) 
ou derivados dos produtos da redução [48], [49]. Os valores obtidos revelam que as amostras 
dopadas com zinco só poderão ser usadas em aplicações biomédicas em concentrações inferiores 
a 12,5 mg/mL (C0/4). 
 
Por fim, na Figura 3.17 está o gráfico com as amostras de HAp co-dopadas: 
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Figura 3.17 Gráfico de barras da análise citotóxica das amostras de HAp co-dopada para cada 
concentração. 
 
Ao observarmos a Figura 3.17, podemos constatar que existe uma diferença entre as 3 amostras, 
no que toca à sua citotoxicidade. A Mistura 3 é amostra com melhor resultado (97%), para a 
concentração inicial C0, sendo esta a mistura com menor concentração molar de Ag (1.3%) e 
maior concentração molar de Zn (1.3%) das 3 amostras. É possível detetar um aumento da 
viabilidade celular com a diminuição da concentração de Ag e aumento da concentração de Zn, 
sendo a amostra M1 (com 2 mol% de prata) a amostra com menor viabilidade celular. Utilizando 
uma concentração mais baixa, concluímos que o valor da viabilidade celular sobe, aproximando 
– se dos 100 %, tornando as amostras não citotóxicas. Desta forma, qualquer HAp co-dopada 
pode ser usada em aplicações biomédicas em concentrações inferiores a 25 mg/mL (C0/2). 
 
3.6  Análise da actividade antibacteriana das amostras sintetizadas 
 
Como referido anteriormente, foram utilizadas 2 espécies de microorganismos diferentes, 
Escherichia coli e Sthaphylococcus aureus, que representam as bactérias gram-negativas e gram-
positivas, respectivamente. Os ensaios foram realizados para HAp, HAp dopada com diferentes 
concentrações de Ag (0,5, 1 e 3%), Zinco (0,5 e 1,3%) e HAp co-dopada. Para a análise da 
actividade antibacteriana foram usados os pós sintetizados, em concentrações no meio de cultura 
onde não se verificou efeito citotóxico. 
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No gráfico da Figura 3.18, podemos observar as unidades formadoras de colónias por mililitro 
(CFU/mL) relativamente às amostras dopadas com diferentes concentrações de prata, para ambas 
as colónias de microorganismos. 
 
 
Figura 3.18 Unidades formadoras de colónias de amostras de HAp dopadas com Ag, expostas a E. coli e 
S. aureus. 
 
Ao analisarmos a Figura 3.18 podemos concluir que a Ag apresenta resultados para a actividade 
antibacteriana bastante significativos, principalmente, para bactérias Gram-. No caso da E. coli, 
é possível notar um decréscimo de várias ordens de grandeza dos CFU por mL com o aumento 
da concentração molar de Ag. Sendo a E. coli uma bactéria Gram-, o efeito antibacteriano da prata 
vai ser superior ao efeito sobre uma bactéria Gram+ neste caso a S. aureus. Existem pequenas 
diferenças morfológicas entre ambas, nomeadamente no seu carácter estrutural. As proteínas 
presentes na parede celular das bactérias gram-positivas, principalmente peptidoglicano, tornam 
as mesmas muito mais densas, sendo por isso mais difíceis de penetrar por parte dos iões Ag [50]. 
Por isso, o comportamento antibacteriano de Ag em relação à S. aureus é muito mais irregular e, 
mesmo com a execução de vários ensaios, não foi possível chegar a uma conclusão quanto ao 
efeito da prata sobre esta bactéria. 
 




Figura 3.19 Unidades formadoras de colónias de amostras de HAp dopadas com Zn, expostas a E. coli e 
S. aureus. 
Na Figura 3.19, observamos a análise à actividade antibacteriana feita para as amostras de HAp 
e HAp dopadas com diferentes concentrações molares de Zn. Soderberg et al. relatou que os iões 
Zn2+ têm mais influência sobre as bactérias gram-positivas, comprovando a actividade 
antibacteriana que o Zn possui [51]. Analisando o gráfico, podemos confirmar o que foi dito por 
Soderberg, existindo uma diminuição dos CFU/mL para a estirpe da S. aureus mais significativa 
que para a estirpe da E. coli, para as amostras Zn0.5 e Zn1.3. Esta última, amostra com maior 
concentração molar de Zn desta análise, tem uma diminuição de 2 ordens de grandeza em 
comparação com o controlo e com a amostra Zn0.5, para a S. aureus. Para a E. coli a diminuição 
é menor (1 ordem de grandeza, aproximadamente). Podemos então considerar estas amostras 
antibacterianas. 
Por fim, na Figura 3.20, estão demonstrados os resultados das 3 amostras de HAp co-dopadas: 
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Figura 3.20 Gráfico de barras da análise à actividade antibacteriana das amostras de HAp co-dopadas. 
A actividade antibacteriana, quer da prata, quer do zinco, está relacionada com a libertação dos 
seus iões, daí ser possível assumir que ambos os iões podem trabalhar em conjunto, promovendo 
um efeito ainda maior do que individualmente. Esta interação entre ambos pode ser denominada 
por sinergia [24]. É possível concluir que a utilização de ambos os iões confere ótimas 
características antibacterianas. Analisando a amostra M1 (2mol% Ag, 0.5mol% Zn), é possível 
observar uma diferença na casa das 8 ordens de grandeza, para o caso da E. coli, obtendo um 
resultado bastante mais positivo que o obtido nas amostras dopadas apenas com Ag. Quanto às 
amostras M2 e M3, é possível comprovar a sinergia que existe entre os iões de Ag e Zn, pois o 
número de CFU que existe por mL é bastante menor que os valores do controlo, da amostra de 
HAp não dopada e ainda que os valores de CFU obtidos nas análises feitas às amostras dopadas 
quer com Ag ou Zn. Existe uma diminuição de 5 a 6 ordens de grandeza, correspondendo a um 
efeito antibacteriano evidente. Ainda assim, comparando ambas as amostras, a amostra M3 (1.3 
mol% Ag, 1.3 mol% Zn) é a que obtém um melhor resultado. Enquanto que para as bactérias 
Gram+, os resultados são bastante idênticos aos obtidos para a amostra M2, para as Gram- há 
uma diminuição de 2 ordens de grandeza. Com estes valores obtidos, foi possível primeiramente 
concluir que a junção de ambos os iões foi bastante favorável, melhorando bastante os resultados 




4 Conclusões e perspetivas futuras 
 
A presente dissertação teve como objetivo a produção e caracterização de pós de HAp dopada 
com Ag, Zn e Ag/Zn, estudando o efeito antibacteriano das mesmas. Para tal foi utilizada uma 
proporção molar de (Ca + Dopante)/P=1.67, tendo sido feita produção dos pós pelo método de 
sol-gel.  
Iniciou-se o trabalho produzindo pós de HAp dopada com diferentes concentrações molares de 
Ag (0.5, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 mol%) e Zn (0.5, 1, 1.3, 2, 4, 6 e 8 mol%) e co-dopagem de ambos os 
dopantes (2 mol% Ag e 0.5 mol% Zn, 1.5 mol% Ag e 1 mol% Zn, 1.3 mol% de Ag e Zn). Foi 
realizado um ensaio de DSC/TGA às amostras dopadas com Zn de maneira a conhecer-se a 
temperatura de cristalização das amostras produzidas, concluindo-se que variava entre os 509 e 
538 °C. Tais valores indicaram que a presença do dopante não alterava a temperatura de 
cristalização da HAp. Deste modo, foram escolhidas temperaturas de sinterização superiores às 
descritas anteriormente. 
Pela análise de DRX efetuada aos pós sinterizados a diferentes temperaturas (600,700 e 800ºC), 
para além da fase principal (HAp), foi possível detetar a presença de fases secundárias 
(maioritariamente β-TCP), existindo um efeito da temperatura na presença da mesma. A 800ºC, 
o número de picos representativos da fase secundária no difractograma aumenta. Aliado a isso, o 
aparecimento de picos de Ag e Zn0, para as amostras de HAp dopadas com Ag e Zn, 
respectivamente, são outras das fases secundárias que aparecem com o aumento da temperatura. 
Conclui-se ainda que, calculando o grau de cristalinidade das amostras, que o aumento da 
temperatura faz aumentar o grau de cristalinidade. Comparando os valores apresentados pelas 
amostras sinterizadas a 700 e 800ºC, conclui-se que 700ºC é a temperatura ideal, aliando os 
valores de cristalinidade bastante positivos à menor presença de fases secundárias na sua estrutura 
cristalina. 
Utilizando a temperatura de 700ºC, foi feita uma análise de DRX às amostras, variando as 
concentrações molares de cada um dos dopantes. Os difratogramas revelaram novamente a 
presença de β-TCP, devendo-se à decomposição de HAp durante o processo de sinterização. Para 
concentrações molares superiores a 2%, surgiram picos de prata metálica. Conclui-se que tal 
aconteceu devido ao excesso de quantidade de prata existente na amostra. A substituição de iões 
de cálcio por iões de prata na estrutura de HAp não ocorre na totalidade, originando precipitação 
na forma de Ag metálica, e por consequência, a formação do respetivo pico. No caso das amostras 
dopadas com Zn, os difratogramas revelaram resultados idênticos, sendo a HAp a frase cristalina 
predominante, e a existência da fase cristalina de β-TCP. 
Analisando os tempos de envelhecimento dos pós sintetizados, não foram reveladas alterações 
significativas na estrutura cristalina das amostras, independentemente do aumento do tempo de 
envelhecimento ou da concentração da amostra. Com o cálculo dos parâmetros de rede a e c, 
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conclui-se que a variação dos mesmos com o tempo de envelhecimento não é monotónica, mas o 
volume celular praticamente não varia. Desta forma, foi escolhido o tempo de 0h de 
envelhecimento para a continuação do estudo. Os resultados obtidos para o tamanho de cristalito 
revelaram valores superiores segundo o plano (0 0 2) indicando um crescimento dos cristais 
segundo a direção do eixo a.  
Analisando os parâmetros de rede para diferentes concentrações molares de dopante, verificou-
se que para percentagens maiores que 2 mol% de Ag, existe a presença de prata metálica. Quanto 
às amostras dopadas com zinco, os difratogramas apresentam-se idênticos aos da HAp. Os valores 
dos parâmetros de rede variam, relativamente à HAp, e encontram-se concordantes com a 
literatura, sendo o parâmetro a maior que o parâmetro c em qualquer condição (seja variação da 
concentração molar ou do tempo de envelhecimento), indicando mais uma vez que os cristais da 
HAp são achatados. Da mesma maneira, não se verificam variações significativas do volume 
celular com o aumento de concentração de dopante. 
A análise de FTIR revelou a existência de grupos funcionais PO43- , nas bandas a 560, 600, 1020 
e 1086 cm-1, confirmando a existência de fase apatítica nas amostras produzidas. Na banda a 630 
cm-1, há a presença de grupos hidroxilo, característicos da HAp. Por fim, a banda a 875 cm-1 
evidencia a presença de HAp carbonatada, não sendo conclusivo o tipo de carbonatação 
apresentado (tipo A, tipo B ou tipo A-B) 
Prosseguiu-se o estudo com ensaios de citotoxicidade e atividade antibacteriana. Os ensaios de 
citotoxicidade, para as amostras dopadas com prata até uma concentração de 4 mol%, resultaram 
numa total ausência de citotoxicidade para todas as concentrações analisadas (sendo a mais alta 
de 50 mg de amostra por mililitro de meio). Quanto às amostras de Zn, mesmo para as 
percentagens mais baixas de dopante e que foram analisadas com mais detalhe, houve uma 
citotoxicidade associada à concentração inicial do ensaio, revelando-se como amostras 
ligeiramente citotóxicas. Contudo, para concentrações de 25 mg de amostra por mililitro e 
inferiores, as amostras dopadas com zinco apresentam-se como não citotóxicas. Deste modo, para 
as concentrações referidas anteriormente, as amostras são assim biocompatíveis. 
Quanto às análises da actividade antibacteriana, a prata apresentou uma actividade antibacteriana 
bastante significativa, principalmente para bactérias Gram- (E. coli), resultando num decréscimo 
de várias ordens de grandeza em relação ao controlo e à HAp não dopada. O Zn possui uma maior 
influencia sobre as bactérias Gram+ (S. aureus), traduzindo-se numa redução de 2 ordens de 
grandeza no número de unidades formadoras de colónias. Podemos considerar ambas as amostras 
antibacterianas. 
Quanto as amostras co-dopadas, revelaram difratogramas muito semelhantes às amostras dopadas 
com Ag ou Zn, apresentando um grau de cristalinidade bastante significativo (70-75%), 
possuindo parâmetros de rede da mesma ordem de grandeza que os apresentados anteriormente. 
Qualquer HAp co-dopada pode ser usada em aplicações biomédicas em concentrações inferiores 
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a 25 mg/mL (C0/2), já que nesse caso não apresentam citotoxicidade. Nas amostras co-dopadas 
verificou-se uma atividade antibacteriana resultante de uma sinergia entre os iões Ag+ e Zn2+, 
concluindo que a junção de ambos os iões foi bastante favorável, reduzindo significativamente o 
número de colónias em relação às amostras iniciais. 
Concluímos então que a Mistura 3 (com 1.3 mol% de Ag e Zn) foi a que apresentou os resultados 
mais satisfatórios, não evidenciando qualquer alteração química e estrutural em relação à HAp 
não dopada e, em termos antibacterianos, a que apresentou maior eficiência. 
Futuramente, a compreensão do mecanismo de ação que conduz à actividade antibacteriana, 
causando a morte das bactérias, será de extrema importância para que se possa assim aperfeiçoar 
a produção do material. Analisar as espécies oxidativas, testar outras combinações de amostras 
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Ag 0.5 62 7.810 
37.5 1.42 
0.5 0.043 - - 
Ag 1 61.5 7.750 1 0.083 - - 
Ag 2 60.5 7.637 2 0.180 - - 
Ag 3 59.5 7.511 33 0.272 - - 
Ag 4 58.5 7.382 44 0.364 - - 
Ag 6 56.5 7.132 46 0.544 - - 
Ag 8 54.5 6.877 88 0.727 - - 
Zn 0.5 62 7.830 - - 0.5 0.08 
Zn 1 61.5 7.760 - - 1 0.159 
Zn 1.3 61.2 7.730 - - 1.3 0.207 
Zn 2 60.5 7.640 - - 2 0.315 
Zn 4 58.5 7.385 - - 4 0.637 
Zn 6 56.5 7.134 - - 6 0.952 
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Anexo 3. Procedimento para avaliação da citotoxicidade 
 
A amostra de pós foi inicialmente suspensa em 2 mL de meio de cultura. Para a obtenção do 
substrato, a suspensão foi colocada a agitar numa incubadora durante 24 horas a 37°C. Para a 
preparação da sementeira, foram colocados em cada um dos poços da microplaca 100 μL de meio 
com células [cerca de 25 mil células/cm2). A placa foi de seguida colocada na incubadora a 37°C 
com uma atmosfera com 5% de CO2 durante 24 horas. Posteriormente, retirou-se da incubadora 
a placa e o meio em contato com a amostra, O meio em contato com a amostra foi então colocado 
num microtubo (1 mL) e retirado o meio das células de cada um dos poços. De notar que a placa 
usada contém 8 linhas de poços (a primeira corresponde a uma concentração C0 ou seja, uma 
concentração mais alta de pó, a segunda C0/2, correspondente a uma dissolução para metade e 
assim sucessivamente). Cada concentração foi replicada 5 vezes.  Na mesma placa foi também 
realizado o controlo positivo (C+) onde foram adicionados 10 μL de DMSO, composto 
extremamente citotóxico, e no controlo negativo (C-) não se realizou qualquer alteração do meio. 
Colocou-se por fim a placa de novo na incubadora durante 48 horas. Para a análise da viabilidade 
celular foi usada a resazurina. Após as 48 horas na incubadora, a placa foi retirada e o meio 
contido em cada poço foi também removido. De seguida foi colocado em cada poço uma solução 
de 90% de meio completo e 10% de resazurina. A análise da viabilidade consiste numa mudança 
de coloração da solução (caso hajam células vivas a solução torna-se rosa, caso contrário fica 
azul). A placa foi então colocada na incubadora durante 4 horas. Após esse período, foram 
medidas as absorvâncias de cada poço (a 570 nm e a 600 nm) num leitor de microplacas Biotek 
ELX800. 
Para os cálculos da viabilidade celular, controlo de meio e incertezas foram inicialmente feitas as 
médias das 5 réplicas para cada poço e foram usadas as seguintes expressões: 
 





    Equação 6.2 
 
𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎 = √𝜎2 + 𝜎𝐶𝑀
2        Equação 6.3 
 
onde σ representa o desvio padrão para cada uma das concentrações usadas e σCM o desvio padrão 
do controlo do meio. Para analisar a viabilidade celular é preciso ter em conta quatro 
denominações consoante a percentagem de viabilidade que se obtém e são elas: viabilidade 
superior a 90% o material é não citotóxico; com viabilidade celular entre os 80% e 89% considera-
se levemente citotóxico; entre os 50 % e 79 % é moderadamente citotóxico; caso seja inferior a 
50 % é severamente citotóxico. 
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Anexo 4. Procedimento geral do ensaio de actividade antibacteriana 
 
Dia 0: 
• Passo 1: utilizando uma placa de Petri, que contêm uma colónia de microrganismos 
(Escherichia coli or Sthaphylococcus aureus), inoculando a mesma com 4 mL de LB. 
• Passo 2: incubar os tubos na estufa a 37ºC, com agitação, durante aproximadamente 15 
horas; 
Dia1: 
• Passo1: adicionar o material a ser testado (50-100 mg) a um tubo de vidro contendo 2 mL 
de LB esterilizado; 
• Passo 2: inocular cada tudo com 104 𝐶𝐹𝑈 do microorganismo apropriado; 
• Passo 3: incubar a 37 °C com agitação durante exatamente 24 horas. 
 
Dia 2: 
• Passo 1: retirar os tubos da estuda e deixá-los a temperatura ambiente durante 
aproximadamente 2 horas, de maneira ao material sedimentar; 
• Passo 2: preparar tubos de microcentrifugação esterilizados contendo 1.5 mL num 
suporte. Identificar cada um dos tubos com a diluição respetiva; 
• Passo 3: usando a micropipeta, dispensar 900 µL de uma solução tampão (sais SP1X) 
para cada um dos tubos identificados; 
• Passo 4: usando a micropipeta, transferir 100 µL da suspensão sujeita ao ensaio para o 
primeiro tubo da diluição, e misturar. Esta é a primeira diluição de 1:10; 
• Passo 5: com uma nova ponta, usar a micropipeta para realizar a segunda diluição de 
1:10; 
• Passo 6: continuar a série de diluições de 1:10, até ao último tubo (10−7); 
• Passo 7: usar a micropipeta para transferir 100 µL de cada diluição utilizada para cada 
placa com o meio, 2 placas por cada diluição; 
• Passo 8: usar as contas de vidro estéril de maneira a espalhar o inóculo sobre o meio de 
ágar; 





• Passo 1: registar o número de colónias (CFU) em cada placa;  









Anexo 5. Termogramas DSC/TGA 
. Amostra Zn0.5 
 
 











Anexo 6. Difratogramas das amostras estudadas  
. Amostras dopadas com Ag (influência da temperatura) 
 
 
Difratogramas dos pós de HAp dopados com 0.5 mol% Ag (Ag0.5) sinterizados a diferentes temperaturas. 
Apresenta-se o difratograma da HAp não dopada para comparação 
 
Difratogramas dos pós de HAp dopados com 1 mol% Ag (Ag1) sinterizados a diferentes temperaturas. Apresenta-se 




Difratogramas dos pós de HAp dopados com 3 mol% Ag (Ag3) sinterizados a diferentes temperaturas. Apresenta-se 
o difratograma da HAp não dopada para comparação 
 
 Difratogramas dos pós de HAp dopados com4 mol% Ag (Ag4) sinterizados a diferentes temperaturas. Apresenta-se 
o difratograma da HAp não dopada para comparação 
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Amostras dopadas com Zn (influência da temperatura) 
 
 
Difratogramas dos pós de HAp dopados com 0.5 mol% Zn (Zn0.5) sinterizados a diferentes temperaturas. Apresenta-
se o difratograma da HAp não dopada para comparação 
 
Difratogramas dos pós de HAp dopados com 1.3 mol% Zn (Zn1.3) sinterizados a diferentes temperaturas. Apresenta-
se o difratograma da HAp não dopada para comparação 
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Amostras dopadas com Ag (influência do tempo de envelhecimento) 
 
 

















Amostras dopadas com Zn (influência do tempo de envelhecimento) 
 
 
Difratogramas da amostra Zn0.5 com diferentes tempos de envelhecimento. Todas as amostras foram sinterizadas a 
700ºC 
 









Ag05 600 63 
Ag05 700 77 
Ag05 800 78 
Ag05 4h 83 
Ag05 24h 78 
Ag05 48h 77 
Ag1 600 54 
Ag1 700 71 
Ag1 800 77 
Ag1 4h 76 
Ag1 24h 79 
Ag1 48h 68 
Ag2 600 69 
Ag2 700 80 
Ag2 800 84 
Ag2 4h 74 
Ag2 24h 70 
Ag2 48h 72 
Ag3 600 56 
Ag3 700 79 
Ag3 800 76 
Ag3 4h 83 
Ag3 24h 71 
Ag3 48h 68 
Ag4 600 61 
Ag4 700 82 
Ag4 800 67 
Ag4 4h 75 
Ag4 24h 70 






Zn05 600 55 
Zn05 700 59 
Zn05800 61 
Zn05 4h 82 
Zn05 24h 80 
Zn05 48h 79 
Zn1 600 68 
Zn1 700 75 
Zn1 800 78 
Zn1 4h 82 
Zn1 24h 72 
Zn1 48h 77 
Zn13 600 72 
Zn13 700 77 
Zn13 800 62 
Zn13 4h 78 

















(2 2 0) (0 0 2) 
HAp 37,152 44,530 
Ag05 600 23,594 24,380 
Ag05 700 28,661 34,862 
Ag05 800 32,190 34,838 
Ag05 4h 38,748 42,925 
Ag05 24h 34,244 40,775 
Ag05 48h 35,536 36,113 
Ag1 600 31,965 30,540 
Ag1 700 29,364 34,847 
Ag1 800 28,450 30,474 
Ag1 4h 35,548 39,785 
Ag1 24h 31,136 40,370 
Ag1 48h 30,795 35,458 
Ag2 600 23,818 34,729 
Ag2 700 26,800 36,880 
Ag2 800 30,340 37,386 
Ag2 4h 30,787 37,065 
Ag2 24h 28,370 37,065 
Ag2 48h 32,901 38,835 
Ag3 600 21,702 25,479 
Ag3 700 31,667 43,362 
Ag3 800 29,519 35,437 
Ag3 4h 31,980 47,976 
Ag3 24h 33,794 33,978 
Ag3 48h 31,103 37,077 
Ag4 600 33,778 30,193 
Ag4 700 33,244 47,957 
Ag4 800 22,818 27,164 
Ag4 4h 28,570 33,978 
Ag4 24h 33,259 38,838 




(2 2 0) (0 0 2) 
Zn05 600 23,594 24,38 
Zn05 700 28,661 34,862 
Zn05800 32,19 34,838 
Zn05 4h 38,748 42,925 
Zn05 24h 34,244 40,775 
Zn05 48h 35,536 36,113 
Zn1 600 31,965 30,54 
Zn1 700 29,364 34,847 
Zn1 800 28,45 30,474 
Zn1 4h 35,548 39,785 
Zn1 24h 31,136 40,37 
Zn1 48h 30,795 35,458 
Zn13 600 23,818 34,729 
Zn13 700 26,8 36,88 
Zn13 800 30,34 37,386 
Zn13 4h 30,787 37,065 
Zn13 24h 28,37 37,065 
Zn13 48h 32,901 38,835 
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Anexo 9. Valores de parâmetros de rede e volume celular das amostras 
estudadas 
Amostra a c 
Volume celular 
(Å3) 
HAp 9,339 6,810 514,511 
Ag05 700 9,367 6,835 519,380 
Ag05 4h 9,332 6,847 516,436 
Ag05 24h 9,354 6,824 517,146 
Ag05 48h 9,373 6,856 521,724 
Ag1 700 9,374 6,825 519,427 
Ag1 4h 9,335 6,835 515,890 
Ag1 24h 9,354 6,839 518,276 
Ag1 48h 9,348 6,804 514,904 
Ag2 700 9,436 6,881 530,581 
Ag2 4h 9,357 6,841 518,770 
Ag2 24h 9,370 6,852 521,086 
Ag2 48h 9,348 6,832 517,056 
Ag3 700 9,427 6,925 533,050 
Ag3 4h 9,338 6,839 516,521 
Ag3 24h 9,367 6,864 521,637 
Ag3 48h 9,322 6,824 513,606 
Ag4 700 9,384 6,850 522,441 
Ag4 4h 9,341 6,856 518,149 
Ag4 24h 9,338 6,854 517,656 
Ag4 48h 9,354 6,868 520,462 
Zn05 0h 9,348 6,850 518,460 
Zn05 4h 9,332 6,804 513,159 
Zn05 24h 9,345 6,859 518,738 
Zn05 48h 9,364 6,818 517,733 
Zn1 0h 9,366 6,846 520,162 
Zn1 4h 9,370 6,867 522,231 
Zn1 24h 9,344 6,830 516,563 
Zn1 48h 9,316 6,804 511,424 
Zn13 0h 9,348 6,850 518,459 
Zn13 4h 9,377 6,888 524,530 
Zn13 24h 9,348 6,832 517,056 
Zn13 48h 9,364 6,847 519,996 
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Desvio Padrão Incerteza 
Ag0,5 
C0 100 0,020 0,023 
C0/2 100 0,040 0,041 
C0/4 97 0,017 0,020 
C0/8 99 0,014 0,018 
C0/16 - - - 
Ag1 
C0 100 0,016 0,019 
C0/2 100 0,016 0,019 
C0/4 100 0,012 0,016 
C0/8 98 0,030 0,032 
C0/16 - - - 
Ag2 
C0 100 0,011 0,035 
C0/2 97,4502 0,020 0,044 
C0/4 95,5941 0,016 0,039 
C0/8 96,9681 0,018 0,041 
C0/16 97,2252 0,024 0,049 
Ag3 
C0 100 0,010 0,036 
C0/2 98,3501 0,023 0,047 
C0/4 98,9286 0,006 0,032 
C0/8 97,7716 0,015 0,038 
C0/16 95,361 0,020 0,044 
Ag4 
C0 100 0,036 0,139 
C0/2 100 0,012 0,124 
C0/4 100 0,030 0,138 
C0/8 100 0,011 0,122 
C0/16 100 0,055 0,160 
Ag6 
C0 73,64033 0,012 0,085 
C0/2 86,28211 0,009 0,098 
C0/4 93,02957 0,038 0,127 
C0/8 98,9239 0,031 0,126 
C0/16 98,18711 0,060 0,160 
Ag8 
C0 99,62032 0,024 0,055 
C0/2 100 0,008 0,044 
C0/4 97,92714 0,075 0,123 
C0/8 89,39969 0,201 0,311 











C0 84 0,026 0,047 
C0/2 100 0,047 0,071 
C0/4 100 0,041 0,064 
C0/8 100 0,031 0,054 
C0/16 99 0,039 0,061 
Zn1 
C0 73 0,027 0,046 
C0/2 93 0,057 0,082 
C0/4 100 0,021 0,045 
C0/8 97 0,043 0,066 
C0/16 96 0,049 0,072 
Zn1.3 
C0 80 0,031 0,061 
C0/2 96 0,016 0,051 
C0/4 98 0,045 0,083 
C0/8 96 0,049 0,088 
C0/16 98 0,032 0,067 
Zn2 
C0 3 0,019 0,032 
C0/2 31 0,137 0,216 
C0/4 96 0,016 0,032 
C0/8 93 0,024 0,043 
C0/16 80 0,16 0,253 
Zn4 
C0 4 0,009 0,017 
C0/2 16 0,067 0,106 
C0/4 93 0,01 0,025 
C0/8 89 0,019 0,035 
C0/16 89 0,039 0,065 
Zn6 
C0 3 0,008 0,021 
C0/2 3 0,002 0,016 
C0/4 100 0,026 0,059 
C0/8 100 0,015 0,049 
C0/16 100 0,031 0,062 
Zn8 
C0 1 0,004 0,018 
C0/2 1 0,006 0,018 
C0/4 100 0,019 0,052 
C0/8 100 0,025 0,057 
C0/16 100 0,026 0,058 
 
